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Abstract
　　　The　effects　of　electromagnetic　field　stimulation　on　the　healing　process　of　bone　fractures　has　been　widely
known，　but　its　mechanism　has　remained　unknown．　ln　the　present　study，　we　evaluated　its　effects　on　the　bone
growth　factor’s　insulin－like　growth　factor　I　and　its　receptor．　DNA　synthesis　was　promoted　by　electromagnetic
field　stimulation．　lnsulin－like　growth　factor　1　and　its　receptor　increased　at　early　stage　after　electromagnetic　field
stimulation．　This　finding　suggests　that　electromagnetic　field　stimulation　affects　osteoblast－like　cells　via　insulin－
like　growth　factor　1　and　its　receptor　at　early　stage　and　has　a　function　to　accelerate　osteogenesis　by　promoting
their　growth　and　differentiation．
Introduction
　　In　1953，　Yasudai）　discovered　that　voltage　was　generat－
ed　when　bending　force　and　shocks　were　applied　to　the
femur．　He　also　showed　that　a　callus　grew　from　nega－
tive　to　positive　electrodes　when　direct　current　of　about　1
ptA　was　applied　to　rabbit　bones．　Since　then，　a　number
of　basic　studies　have　been　conducted．　For　example，　in
1971，　Friedenberg　et　al．2）　reported　that　synostosis　was
achieved　by　applying　very　weak　electric　current　stimula－
tion　to　nonunion．　ln　1985，　Brighton　et　al．3）　also　report－
ed　good　clinical　effects　of　electric　current　stimulation　on
the　nonunion．　lts　clinical　applications　have　been
widely　attempted　in　Japan　and　other　countries，　and
good　results　have　been　reported　in　the　treatment　of
refractory　nonunion　and　delayed　union‘）．　However，
the　mechanism　how　electromagnetic　field　stimulation
accelerates　osteogenesis　remained　unknown，　and　many
theories　seem　to　be　based　on　simple　speculations．　ln
our　previous　studies，　we　applied　pulse　electromagnetic
field　stimulation　to　an　osteoblast－like　cell　line　（MC3T3－
El）　under　various　conditions　and　showed　that　the
growth　 nd　differentiation　of　osteoblasts　are　accelerated
under　optimal stimulation　conditions．　Shoda　found
that　transforming　growth　factor－6　（TGF－6）　is　closely
related　to this　process　and　that　intracellular　Ca＋＋　con－
centrations incr ase，　promoting　cells’　ability　to　synthe－
size　DNA5）．　Soga　also　focused　on　the　effects　on
extracellular　matrices　and　reported　that　bone－salt　deposi－
ion　on　collagen　fibers　was　promoted　as　a　result　of
incre ses in　type－1　collagen　and　decreases　in　osteocalcin，
resulting　in　the　promotion　of　calcification6）．　ln　the
present　study，　we　 valuated　the　effects　of　electromagnetic
field　stimulation　on　the　insulin－like　growth　factors　type
I　（IGF－1），　and　IGF－1　receptor　in　osteoblast－like　cells
（MC3T3－El）．
Materials　and　methods
Cell　 ture
　　The　osteoblast－like　cell　line　MC3T3－El　was　supplied
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by　the　Institution　of　Fermentation（Osaka，　Japan）．　The
cell　line　was　isolated　and　established　from　the　C57BL／
6　mouse　neonatal　calvaria　by　Kodama　et　al．7）．　lt　has
been　shown　to　differentiate　in　cultures　in　the　same　way
as　in　vivo　and　is　capable　of　inducing　calcification8）．
The　cells　were　subcultured　in　cr－MEM　（Gibco，　Grand
Island，　NY，　USA）　containing　10％　FBS　（Sigma，　St．
Louis，　MO，　USA），　penicillin，　and　streptomycin　at　370C．
The　cells　were　cultured　in　serum－free　a－MEM　contain－
ing　O．30／o　BSA　for　24　hours　before　experiments．
Variable　electromagnetic　field　stimulator
　　A　pulse　electromagnetic　field　stimulator　（Riken，
Saitama，　Japan）　and　a　60－turn　solenoid　coil　measuring
22　cm　in　diameter　and　7　cm　in　width　were　used　（Fig．　1）．
This　system　was　designed　so　that　the　electromagnetic
field　strength　could　be　adj　usted．　ln　the　present　study，
electromagnetic　field　simulation　was　applied　under
optimal　stimulation　conditions　for　DNA　synthesis　pro－
motion　（i．e．，　1．0　Gauss，　10　Hz　and　25　pt　sec）．　Electro－
magnetic　field　stimulation　was　continued　until　when　the
cells　became　sub－confluent．
Immunological　staining　of　IGF－1　and　IGF－1　receptors
　　The　cells　were　sowed　in　plastic　dishes　measuring　3．5
cm　in　diameter　at　a　cell　density　of　1．8×10‘／cm2．
Application　of　electromagnetic　field　stimulation　was
started　under　optimal　conditions　when　the　cells　became
sub－confluent　36　hrs　after　starting　culture．　IGF－1　and
IGF－1　receptor　in　the　stimulated　and　non－stimulated
groups　were　immunologically　stained　every　week　for　4
weeks．　The　procedures　for　immunological　staining
were　as　follows：　1）　cells　were　fixed　for　10　min　in　70％
methanol；　2）　endogenous　peroxidase　was　blocked　ad－
ding　3％　hydrogen　peroxide　solution　in　methanol；　3）
non－specific　staining　was　blocked　by　normal　rabbit　and
goat　sera；　4）　anti－IGF－1　antibody　（Santa　Cruz　Biotech－
nology，　Santa　Cruz，　CA，　USA）　and　anti－IGF－1　receptor
antibody　（Santa　Cruz　Biotechnology）　were　allowed　to
react　overnight　at　4　pt　g／ml；　5）　they　were　allowed　to
react　for　15　min　with　biotin－conjugated　anti－goat，　lgG
antibody　（rabbit）　and　for　10min　with　peroxidase－
conjugated　streptavidin；　6）　cultured　cells　were　counter一
stained　with　hematoxylin　after　color　development　with　a
DAB　solution　and　O．05％　peroxide；　and　7）　microscopic
observation　was　carried　out　under　a　light　microscope
after　dehydration，　clearing　and　mounting．
Determ nation　of　IGF－1　levels
　　Cells　were cultured　as　mentioned　above　and　the　IGF－I
production　was　determined　3　days　and　1，2，3　and　4
weeks　in　 he　stimulation　and　non－stimulation　groups．
Cells　attached　to　the　dishes　were　harvested　using　a
rubber　policeman，　centrifuged，　sonicated　twice　for　30　sec
us ng　 　closed　ultra　cell　sonicator　after　washing　cells
w th　saline，　and　the　supernatant　obtained　by　centrifuga－
tion　was used　as　sample．　Samples　were　analyzed　by
ELISA．　Anti－human　IGFI　（rabbit）　（1：4，000）　was
allowed　to　attach　 o　a　micro　titer　plate　and　react　with
anti－human　IGF－1　（goat）　（1：3，000）　after　reaction　with
samples．　lt　was　then　allowed　to　react　with　biotin－
conjugated　anti－goat　lgG　antibody　and　streptavidin－
conj　ugated　peroxidases　using　an　Elite　ABC　kit　（Vector
Laboratories，　Burlingame，　CA，　USA）．　Absorbance
was　determined　at　405　nm　after　color　development　using
an ABTS　substrate．　A　standard　curve　was　constructed
using　recombinant　human　IGF－1，　and　concentrations　in
samples　were　determined　using　the　standard　curve．
Determination　of　IGF－1　receptors
　　IGF－1　receptors　in　cultured　cells　were　assayed　in　the
stim lated　and　non－stimulated　groups　using　a　flow
cytometry　system　（FACSCalibur，　BD　Bioscience，　San
Jose，　CA，　USA）　36　hrs，　3　days，　and　1，2　and　3　weeks
after　electromag etic　field　stimulation．　Attached　cells
were　dispersed　in　trypsin　EDTA，　centrifuged，　washed
and　allowed　to react　with　anti－IGF－1　receptor　antibody
at　2　pt　g／ml．　They　were　washed　again　and　allowed　to
react　with　FITC－labeled　rabbit　lgG　antibody　before
being　used　as　samples．　Samples　were　analyzed　using　a
FACSCalibur．　Cells　expressing　IGF－1　receptors　were
count d　at　each　time　point　and　the　results　in　stimulated
and　non－stimulated　groups　were　compared．
Statistic l　analysis　was　performed　using　Student’s
t－test．　All　probability　values　were　calculated　within　a
confidence　interval　of　95％．　A　p－value　of　less　than　O．05
Fig．1　A　pulse　electromagnetic　field　stimulator（Riken）
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was　considered　evidence　of　statistical　significance．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Results
1．Mo叩hological　observation　of　IG：F－I　and　IGF－I
　　　receptors　produced　by　osteoblasts
　　Immunological　staining　of　IGF－1　shows　that　the　cell
density　increased　with　time　showing　multiple　（double　or
triple）　layers．　The　cytoplasm　was　gradually　densely
stained　due　to　staining　of　granular　substances．　How－
ever，　no　apparent　differences　of　array　or　morphology
were　noted　in　cells　of　the　stimulated　and　non－stimulated
groups（Fig．2）．　lmmunological　staining　of　IGF－I　rece－
ptors　showed　that　the　cell　density　and　stainability　in一
non－stimulated　group
淵叢『轟
rea ed　every　week　as　in　the　case　of　IGF－1．
however，　no　apparent　differences　were
between　each　groups　（Fig．　3）．
2．　Changes in　the　osteoblasts’　ability
　　　IGF－1　and　IGF－1　receptors
Her again，
recognized
to　produce
　　The　amount　of　IGF－1　produced　by　osteoblasts　was
determine 　by　ELISA　and　compared　between　the
stimulated　a d　non－stimulated　groups　to　examine
changes　in　the　production　of　IGF－1．　More　IGF－1　was
p oduced in　t e　stimulated　group　than　in　the　non－
stimulated　group　at　all　time　points　from　3　days　to　4
weeks after stimulation．　Differences　were　most　marked
in the　first　week，　when　the　amount　produced　was
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Fig．2　lmmunologic　staining　of　IGF－1　in　stimulated　and　non－stimulated　groups．　The　cell　density　of　both　increased　similarly
　　　　　with　time　and　the　cytoplasm　was　gradually　increasingly　stained　due　to　stainmg　of　granular　substances
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Fig．3　lmmunologic　staining　of　IGF－1　receptor　in　the　stimulated　and　non－stimulated　groups．　The　cytoplasm　was　gradually
　　　　　increasingly　stained　due　to　stainmg　of　granular　substances　like　IGF－1．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（3）
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151．2±3．25ng／105　cells　in　the　stimulated　group　and
82．1±204ng／105　cells　in　the　non－stimulated　group．
The　difference　was　the　smallest　in　the　fourth　week　（19
ng／105　cells），　but　statistical　significance　was　recognized
in　each　week　（p〈O．oo5）　（Fig．　4）．
　　To　examine　changes　in　the　production　of　IGF－I
receptors，　we　determined　IGF－1　receptors　produced　by
osteoblasts　using　a　flow　cytometry　system　（FACS－
Calibur）　3　days　and　1，2　and　3　weeks　after　starting
electromagnetic　field　stimulation．　The　percentage　of
cells　with　IGF－1　receptors　per　10‘　cells　was　compared
between　the　stimulated　and　non－stimulated　groups．
Cells　expressing　IGF－1　receptors　increased　after　starting
stimulation，　reached　a　peak　3　days　later　and　gradually
decreased　thereafter　until　1　week　after　initial　stimulation，
but　they　increased　again　gradually　2　and　3　weeks　after
the　initial　stimulation．　The　number　was　greater　in　the
stimulated　group　until　1　week　after　stimulation，　but　the
number　in　the　non－stimulated　group　was　slightly　greater
than　that　in　the　stimulated　group　thereafter．　The
difference　was　most　marked　1　week　after　stimulation，
w th　the　number　in　the　stimulated　group　being　1．75％
gr ater　than　that　in　the　non－stimulated　group　（p　〈　O．oo5）
（Fig．　5）．
Discussion
We　set　out　to　deterrnine　the　mechanism　of　electromag－
netic　field　stimulation　to　promote　osteogenesis，　in　partic－
ular　in　regard　to　the　production　of　IGF－1，　IGF－1　rece－
ptor， and　TGF－fi．　Chemical　agents　promoting
osteogenesis　include　parathyroid　hormone　（PTH），　cal－
ci onin，　active　vitamin　D，　and　other　calcium　regulating
hormones，　cytokines，　 rowth　factors，　and　calcium　ions．
Physical　factors　such　as　pressure，　electric　stimulation　and
ultrasonic　shocks　are　also　known　to　promote
osteogenesis．　We　have　conducted　a　series　of　studies　to
investig 　the effects　of　pulse　electromagnetic　field
imulation　on osteogenesis　using　osteoblast－like　cell
lines．　Pulse　electromagnetic　field　stimulation　has　been
widely　used　in　the　treatment　of　refractory　fractures9・iO）
ng／（1　×105　）cells
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Fig．5　Changes　in　the　production　of　IGF－1　receptors．　The　number　of　cells　with　IGF－1　receptors　was　greater　in　the　stimulated
　　　　　　group　in　the　first　week　after　stimulation．　The　difference　was　not　marked　more　than　1　week　after　stimulation．
（4）
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since　Bassett　et　al．ii）　reported　its　beneficial　effects　for　the
first　time．
　　Our　previous　study　showed　a　1．23－fold　increase　in　the
ability　of　osteoblasts　to　synthesize　DNA　under　optimal
electromagrietic　field　stimulation　conditions　（ID　Gauss，
10　Hz，　25　pt　sec）　compared　with　non－stimulated　groups．
In　the　monitoring　of　time－course　changes　in　ALP　levels，
the　enzyme　activity　more　quickly　reached　a　peak　（61．8±
1．71　pt　moles／hr　mg　protein）　on　the　18th　day　and　more
rapidly　declined　in　the　stimulated　groupsi2）．　However，
its　mechanism　remains　unknown．　To　investigate　it，
Shoda5）　demonstrated　that　TGF－6　and　intracellular
free　calcium　ion　levels　rose　when　the　above－mentioned
optimal　electromagnetic　field　stimulation　was　applied．
Soga6）　focused　on　extracellular　matrices　and　reported
that　type　1　collagen　increased　and　osteocalcin　decreased
after　application　of　electromagnetic　field　stimulation．
The　present　study　showed　that　electromagnetic　field
stimulation　increased　IGF－1　and　IGF－1　receptors．
There　are　two　different　types　of　IGF，　and　IGF－1　was
reported　to　be　4－7　times　more　potent　than　IGF－II．
IGF－1　was　also　produced　and　secreted　by　osteoblasts　and
showed　a　great　variety　of　effects　such　as　the　promotion
of　growth，　proliferation　and　differentiation，　regulatory
function，　maintenance　of　cell　functions，　and　inhibition
of　apoptosisi3）．　IGF－1　showed　great　affinity　with　IGF－I
receptors，　and　exerted　its　effects　when　it　was　bound　with
them．　Tyrosine　kinase　in　IGF－1　receptor　was　activated
and　intracellular　signal　transmission　occured　when　IGF－
1　was　bound　with　IGF－1　receptor．　The　progression　of
cell　cycles　induced　by　IGF－1　was　reported　to　be　associat－
ed　with　increases　in　Ca＋＋　concentrations．　The　fact，
that　IGF－1　and　IGF－1　receptors　increased　in　the　present
study，　suggested　the　possibility　that　the　above－mentioned
signal　transmission　promoted　DNA　synthesis　by　electro－
magnetic．stimulation，　and　that　it　promoted　cellular
proliferation　and　differentiation．
　　Shoda　demonstrated　that　TGF－fi　rose　by　the　applica－
tion　of　electromagnetic　field　stimulation．　TGF－6　is
one　of　the　growth　factors　that　are　found　in　a　large
quantity　in　the　bone　matrix．　Like　IGF，　it　promotes　the
growth　of　noiTmal　osteoblasts　and　the　synthesis　of　type　I
collagen．　TGF－i（9　has　also　been　reported　to　show
potent　effects　on　alkaline　phosphatase　（ALP）　activity
and　the　production　of　various　non－collagenous　bone
matrix　proteins　by　osteoblasts．　However，　the　relation－
ship　of　the　interaction　between　IGF－1　and　TGF－S　is
unclear．　Further　investigation　is　necessary　about　the
effect　of　electromagnetic　field　stimulation　on　these　rela－
tionships．
Optimal　timing　of　application　of　electromagnetic　field
stimulation
　　We　tried　to　identify　the　optimal　timing　for　application
of　electromagnetic　field　stimulation　based　on　data
obtained　to　date　in　this　laboratory　and　those　obtained　in
the　present　study　regarding　IGF－1，　IGF－1　receptors．
Cellular　ALP　activity　started　to　increase　about　6　days
after　stimulation　in　both　stimulated　and　non－stimulated
groups．　Difference 　between　the　two　groups　gradually
increased，　and　a　peak　was　reached　earlier　in　the　stimulat－
ed　group（on　th 　18th　day）．　The　production　of　TGF－P
increased　more　rapidly　in　the　stimulated　group，　and　the
largest　difference　of　1．26－fold　was　noted　about　12　days
after　 timulation，　but　virtually　no　differences　were　seen
between　 he　two groups　from　2　weeks　after　stimulation
and　onward．　ln　this　experimentation，　IGF－1　was
produced　in　a　larg r　quantity　in　the　stimulated　group，
and　the　inter－group　 ifferences　reached　the　maximum　of
1．84－fold　about　7　days　after　stimulation．　IGF－I　receptor
was　also　produced　in　a　larger　quantity　in　the　stimulated
group　until　7　days　after　stimulation，　when　a　1．33－fold
difference　was　noted．　Thus，　electromagnetic　field　stim－
ulation　se med　 　strongly　affect　osteoblast－like　cells　via
TGFi（3　and　IGF－1　at　a　relatively　early　stage　（7－12　days
after　stimulation）．　The　life　cycle　of　osteoblasts　consist－
ed　with　the　growth　phase，　the　differentiation　phase　and
the calcificati n　phase．　ln　the　growth　phase，　osteoblasts
grew　and　became　confiuent．　The　fact，　that　electromag－
netic　field　st mulation　was　most　effective　7　to　12　days
ter　starting　culture，　suggested　that　the　stimulation　was
ffective at　an early　stage　of　differentiation．　ALP　is　an
enzyme　attached　to　the　outer　surface　of　the　cell　mem－
brane．　lt is　usefu1　as　a　marker　of　osteoblast
diffe entiat on　because　its　activity　gradually　increases　as
osteoblasts　star 　differentiation．　The　fact，　that　ALP
activity　increased　and　reached　a　peak　more　rapidly　in
th 　stimulated　group　than　in　the　non－stimulated　group，
suggested　that　electromagnetic　field　stimulation　promot－
ed　differentiation　from　pro－osteoblasts　to　osteoblasts　and
hen　to　osteocytes．　This　theory　is　in　agreement　with　the
report　of　Ohno　et　al．i‘）　that　microelectric　current　in－
duced　early　differentiatjon　of　undifferentiated　cells　into
osteoblasts　and　promoted　their　calcification．
Mechanism of　 ction　of　electromagnetic　field　stimula－
tion
　 The　mechanism　of　action　by　which　electromagnetic
field　stimulation　promotes　osteogenesis　is　discussed
below．　Regarding　its　indirect　effects，　Friedenbergi5）
a d　Brightoni6）　reported　that　environmental　changes
caused　by electromagnetic　field　stimulation　such　as
decreases in　partial　oxygen　pressure　and　increases　in　pH
around　negative　electrodes　favor　the　formation　of　callus
and　calcification．　Other　indirect　factors　that　contribute
to　osteogenesis　are　thought　to　include　increases　in　local
b ood　flow，　funct onal　arrangement　of　collagen，　an
important　bone　elementi7），　and　chemical　changes．
D rect　effects　ofelectromagnetic　field　stimulation　include
increases　in　the　ability　of　osteoblasts　to　produce　TGF－6
（5）
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Fig．6　The　mechanism　of　action　by　whjch　electromagnetic　field　stimulation　promotes　osteogenesis．
and　IGF－1，　as　well　as　IGF－1　receptors．　These　factors
and　receptors　activate　downward　signal　transmission
and　increase　intracellular　calcium，　thereby　promoting
the　DNA　synthesis　DNA　and　activating　their　growth
and　differentiation．　TGF－rs　and　IGF－1　also　promote
the　synthesis　of　type－1　collagen．　lncreases　of　TGF－6，
IGF－1　and　IGF－1　receptors　thus　promote　the　production
of　organic　matrices，　as　well　as　the　precipitation　and
deposit　of　hydroxyapatite　crystals，　and　accelerate
calcification　（Fig．6）．　More　recently，　IGF－1　has　been
reported　to　promote　bone　resorption　by　directly　and
indirectly　affecting　the　formation，　activation　and
inactivation　of　osteoclastsi8）．　ln　brief，　electromagnetic
field　stimulation　is　considered　to　affect　bone　remodeling
by　affecting　both　formation　and　resorption　of　bones　via
TGF－rs　and　IGFI．
　　Our　experimental　findings　provide　some　clues　toward
an　understanding　of　the　mechanism　to　accelerate
osteogenesis　by　electromagnetic　field　stimulation，　but
much　remains　to　be　clarified．　Further　studies　are
necessary　on　the　effects　of　electromagnetic　field　stimula－
tion　on　mRNA　of　TGF－6　and　IGF－1　and　bone　resorp－
tion　by　osteoclasts　in　order　to　obtain　more　information
concerning　this　mechanism．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　Conclusions
　　The　production　of　IGF－1　and　IGF－1　receptors　was
promoted　by　electromagnetic　field　stimulation　and　it
was　the　most　remarkable　in　early　stage　after　stimulation．
On　the　basis　of　these　results，　the　mechanism　of　promotes
osteogenesis　is　discussed．
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骨芽細胞様細胞株のinsulin－like　growth　factor－1及び
　　　　　insulin－like　growth　factor－I　receptor産生に
　　　　　　　　　　　対する変動電磁場刺激の影響
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【要旨】　骨折治癒過程に対して変動電磁場刺激の影響は広く知られているがその作用機序はいまだ不明な点が多い。当教
室では骨芽細胞様細胞株（MC3T3－El）に対して変動電磁場刺激を至適条件で与えた細胞のDNA合成能、細胞内カルシ
ウム、transforming　growth　factor一β、細胞外基質のtype－I　collagen、　osteocalcinに対する影響を検討してきた。本研究で
は骨の重要な成長因子とされているinsulin－like　growth　factor－1並びにinsulin－like　growth　factor－1　receptorへの影響を中心
に検討した。その結果、電磁場刺激を与えることによりinsulin－like　growth　factor－1並びにinsulin－like　growth　factor－I
receptorの産生は非刺激群に対し上昇した。その差は特に初期に著明であった。このことは、電磁場刺激がinsulin－like
growth　factor－1、　insulin－like　growth　factor－I　receptorを介して比較的初期に細胞の増殖・分化を促進させ、骨形成促進の
一部を担っていることを示唆する。
〈Key　words＞変動電磁場刺激、骨芽細胞、　IGF、骨形成
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